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論 文 内 容 要 旨
新規αマ ンナン加水分解酵素 とその遺伝子 に関する研究
序論
多糖 類 は生体成分 として、核 酸や蛋 白質、脂 質 とともに主要 な成分 であ る。 多糖
の生体 内 におけ る役 割 は、単 に細胞の支持 物質や貯蔵物質 に留 まる ことはない。生
物 のつ くる多様 な多糖 類 と生命 現象 との関連 は しだいに明 らか にされて きてお り、
多糖類 の構造 と機 能の相 関 に関す る研 究 は、今 日、 あ らためて大 きな関心 を集 めて
いる。
1950年 代 以 降、蛋 白質や核 酸の分子構i造及 びその機i能の解析 、そ して応 用 は 目覚
ま しく発 展 した。それ らの成果 は基質特異性 の明 らか に された酵素 の利 用 に負 う と
ころが大 きい。多糖 は蛋 白質や核酸 と同様 に典型的 な鎖状分子 であ りなが ら分子 生
物学 的解析 はあ ま り進 んでい ない。 これ は、多糖 の場合 、た とえその構成 単位(単 糖)
が決定 で きた と して も、各 々の結合様 式やその順 序、 そ して鎖 の長 さ も多様 であ り
解析 が極 め て困難 なためであ る。そ してその解析 結果 は往 々に して平均構 造 の解 明
に留 まって しまう。
この よ うに生体 を構 成す る主要成分 として"最 後 に残 され た"領 域 である多糖 の、
生物生体 内 におけ る生合成や代 謝、機能、 また、 自然界 における消費(分 解)の 解析 を
考 えた とき、それぞれ に関与 してい る酵素 を同定す る ことが有効 であ ると考 え られ
る。近年 のゲ ノム解析 プロジェク トの成果で、多糖 の生合成 や代謝 、資化 に関与 す
る と考 え られ る酵 素が挙 げ られ て きてい る。 この成果 を活 かす ため には多糖 の精密
な構造 が 明 らか にされ る必要があ る。多糖 の構造 の解析 も、 その生合 成/代謝 に関 わ
る酵 素の解 明 も、車の両輪 の ように どち らか一方が欠 けて も前進す る事 は難 しい。
糖鎖 の構造解析 の手法 としてはその構 造 に依存 した化学 的分解法 が用 い られ、成
果 をあ げて きた。 しか し、 この方法で は副生成物 の影響 を排 除す る ことが難 しい。
また、平均 構造 としての知見 しか得 られ ない こ とが多い。糖 の様 々な結 合様 式 に対
応 して、 それぞれ特 異的 に作用 す る一連 の加水 分解酵素群 を利用す るこ とが で きれ
ば糖鎖 の構 造解析 は飛 躍的 に進展 す るであ ろ う。本研 究 ではこの観 点か ら、糖 の結
合様式 に高 い特異性 を もつ酵素群 を単離 し、その性 質 を調べ る ことに した。
糖蛋 白質糖鎖 は情報伝 達 をにな う重要 な働 きがあ る ことが明 らか にされ ている。
糖蛋 白質糖 鎖 の うちN結 合糖鎖 の基本骨格 はマ ンノース を構成 糖 とし、 また、真菌
類 の細胞 壁 の最表層 は、 αマ ンノースのみで構 成 され る αマ ンナ ン、あ るい は αマ
ンノース を主成 分 としたヘ テロ多糖 で覆 われ てい る。天然界 には α一1,2、α一1,3、α一
1,6の 三種類 の αマ ンノシ ド結合が存 在す る。 αマ ンナ ン型糖鎖 の構造解析 には、 こ
れ ら三種 類 の結 合 を認識 し特異的 に加水 分解す る酵素 を用意す る ことが求め られ る。
現在 まで にαマ ンノシ ド結合 を加水分解す る酵素 として発見 され遺伝子 情報が 明
らか にされてい る もの としては、 α一mannosidase(EC3.2.1.24)、 α一1,2-mannosidase
(EC3.2,1.113)、 α一1,3.1,6-mannosidase(EC3.2.1.114)が あ る。 これ らは全 て真核 生物
に由来す る酵 素であ り主 に、細胞 内で糖 蛋 白質が生合成 される際のqUalityCOntrOl(品
質管 理)に お ける糖 鎖 のプロセ ッシ ングに関与 してい る と考 え られてい る。
我 々は各 αマ ンノシ ド結合 に特異 的に作用す る酵素 を、 その生産性 を考 え、細菌
よ り検 索 した。 これ までに、 α一1,2-mannosidase,α.1,3.mannanase,α.1,6.mannanase
を産生す る各細 菌 を土壌 中 よ り単離 し酵素 を精製 し諸性 質 を決定 した。
一552一
本 博 士 論 文 で は α 一1,2-mannosidase,α 一1,6-mannanaseに つ い て 述 べ る 。
第 一 部Badllu3sp。M-90の α 一1,2-mannosidaseに つ い て
第 一 章Baof11ロ5sp.M-90の α 一1,2-mannosidaseの 精 製 と 諸 性 質
・生産菌 の検:索、 同定
真菌型 マ ンノプロテ イン糖 鎖 に有効 に作用 す る酵素 を得 るため に、そのマ ンナ ンの
モデル としてパ ン酵母 マ ンナンを選択 した。パ ン酵母 マ ンナ ンは、真菌 型マ ンノプ
ロテイ ン糖鎖 と して最 も基本的 な構造 を してい る。その平均 構造 は既 に明 らか にさ
れ ていて、 また、調 製が比較的容易 であ ることか ら、モデル としてふ さわ しい。
森林土壌懸濁 液 よ り、パ ン酵母マ ンナンを主た る炭素源 と した液体培 地 にて集積培
養 した後 、寒天平板 上で コロニ ーを形成 した菌 を選択 した。液体培養 上清 に、強い
パ ン酵母 マ ンナ ン分解酵 素活性 を示す一細菌 を選定 した。電子顕微鏡 によ.る形態観
察(Fig.1)及 び生理 的分析(Table1)か ら、特 に、周鞭 毛で運動性 を もつ好気性桿菌 で
内生胞子形成 能 を有す る とい う特徴 よ り、Baof加5属 である と同定 し、Bacf11ロ∬p.
M-90と 命名 した。
・酵素 の精製
酵 素活性 は、パ ン酵 母マ ンナンを基質 として用い、加水 分解 によ り遊離 した糖 の還
元力 をNelson-Somogyi法 で測定 した。
パ ン酵母 マ ンナ ン分解酵素活性 は培 地 中のパ ン酵母マ ンナ ンによ り誘導 され た。液
体培養上清 よ り、陰 イオン交換樹脂 を二回、ゲ ル濾過 一回の各 カ ラム クロマ トグラ
フィによ り、蛋 白質的 に均 一 な標 品を得 た(rable2)。
・酵 素の諸性 質
精製酵素 はゲル濾過 的 に約38万 、SDS-PAGE的 には約19万 の分子 量 を示 し、各 々
よ り調製 された標 品のN末 端 配列 が一致 している ことか ら、 ホモ ダイマー を構成.し
てい ると考 え られ た。24時 間処理 においてpH5.0～pH8.0で 安 定で、標 準 の反応系
におけ る加水 分解 反応 の至適pHは6.0で あ った。pH5.0よ り低 いpHで 急速 に安定
性及 び活性 を失 った。10分 間の処理 による温度安 定性 は40℃ までで、標準 の反応系
における加水分解 反応 の至 適温度 は45℃ であ った。等電点 は3.6だ った。(rable3)
金属 イオ ン等 の添加物 の影響 では、銅、ニ ッケ ル、水銀 の各 イオ ン及 びEDTAに よ
り著 しく活性 が阻害 され たが、 これ まで に知 られてい る、真核生物 由来の α一1,2-
mannosidaseの 阻害剤 であ るデオキシマ ンノジ リマ イシンでは阻害 をうけ なか った。
水溶性 カルボジイ ミ ド試薬 は蛋 白質 中の カルボキ シル基 の修飾 に用 い られ る。精製
酵素 に対 して各濃度([R])の 水溶性 カルボジイ ミ ドを作用 させ 、酵素 の失 活の速度定
数k'を 決定 し、κの対 数値 をlog[R]に 対 してプロ ッ トした時…の直線 の傾 きは、酵素
活性 の失活 に関わる修飾残 基数 を与 える。水溶性 カルボジイ ミ ドと して1-ethyl.3.(3.
dimethylaminopropyl)一carbodiimide(図 中EDCと 略す)を 用 い解析 を行 った ところ、一
つのカルボキ シル基 が修飾 され ることによ り活性 を失 うことが示 された(Fig.2)。
・基質特異性
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α一1,2、α.1,3、 α一1,6の 各 マ ンノ ビオ ース に精 製 酵 素 を作 用 させ 、H:PLCに よる ゲ
ル濾 過 で そ の 生 成 物 を解 析 した とこ ろ、 α一1,2マ ン ノ ビオ ー ス の み に作 用 す る こ と
が 示 され た(Fig.3)。
非 還 元 末 端 に α一1,2、α一1,3マ ンノ シ ド結 合 をそ れ ぞ れ 有 す る マ ン ノテ トラ オ ース に
精 製 酵 素 を作 用 させ た とこ ろ、 非 還 元 末 端 が α一1,3マ ンノ シ ド結 合 の マ ン ノテ トラ
オ ー ス に対 して は全 く作 用 しな い こ とが 示 され た(Fig.4)。
パ ン酵 母 マ ン ナ ン に対 して も経 時 的 に単 糖 を遊 離 す る 。以 上 の こ とか ら本 酵 素 は α一
1,2-mannoside結 合 に特 異 的 で、 非 還 元 末 端 か らexo型 に作 用 して マ ン ノー ス を遊 離
す る こ とが わか っ た。
・糖 鎖 構造 解 析 へ の有 効 性
野 性 株 型 パ ン酵 母 マ ンナ ンに対 して βaoガ1α∬p.M-90の α一1,2-mannosidaseを 作 用 さ
せ 、 生 成 物 を ゲ ル濾 過 に よ り分 離 し、 そ の高 分 子 量 画 分 に つ い て1H-NMRで 解 析 を
行 っ.た 。 マ ン ナ ン の側 鎖 の うち非 還 元 末 端 に α一1,3マ ンノ シ ド結 合 を持 つ もの が 残
され 、 α一1,2マ ンノ シ ド結 合 の み で構 成 され る側 鎖 が 除 か れ 、 α一1,6マ ン ノ シ ド結 合
か らな る主 鎖 が 「露 出」 した.と推 察 され た(Fig.5)。 高 分 子 量 マ ンナ ン に対 して、 立
体 構 造 的 な問 題 等 に よっ て 、有 効 に作 用 しない 可 能 性 も考 え られ るた め 、側 鎖 に α一
1,3マ ン ノ シ ド結 合 を もた な い 、パ ン酵 母 変 異 株(X2180-IB4)型 マ ンナ ン を用 い て 同
様 に解 析 を行 っ た。 こ の場 合 、側 鎖 は完 全 に消 化 さ れ 、 α一1,6マ ンナ ンが 生 成 され
た こ とが示 され た(Fig.6)。
N一結 合 型 ハ イマ ン ノ ース 型 糖 鎖 の骨 格構 造 で あ るM9オ リ ゴ糖 鎖 に対 して本 酵 素 を
作 用 させ 、 順 相HPLCに て反 応 を解 析 した とこ ろ、 α一1,2-mannoside結 合 に完 全 に作
用 した こ とが 示 され た(Fig.7)。
第 二 章 α一1,2-mannosidase遺 伝 子 の 解 析
・部 分 ア ミノ酸 配 列 の決 定
精 製 酵 素標 品 を尿 素(8M;pH8.9Tris-HC110mM)で 変 性 させ た後 、 リ シル エ ン ドペ プ
チ ダー ゼ 処 理 に よっ て 断片 化 し逆 相HPLCで 分 画 した 。 各 画 分 につ い て精 製 の後 、
プ ロテ イ ン シ ー ケ ンサ で ア ミノ酸 配 列 を決 定 した(Table4)。
・α.1,2.mannosidase遺 伝 子 の ク ロー ニ ング(Hg.8)
もっ と も長 い 断 片(No.8;42残 基)の 配 列 よ りPCR法 のdegenerateprimerセ ッ トを設
計 した(Fig.9)。Bac111ロ5sp.M-90の ゲ ノ ムDNAを 鋳 型 と しPcR法 に よ り増 幅 され た
DNA片 を ク ロ ー ニ ング し塩 基 配 列 を確 認 した とこ ろ、 元 と した ペ プチ ドの ア ミノ酸
配 列 に一 致 す る こ とが 確 認 さ れ た。 これ をRI標 識 しプ ロ ー ブ と して用 い る こ と に し
た。 ゲ ノ ムDNAを3aロ3AIで 部 分 消化 し、5kb～8kbのDNA断 片 を 回収 した。 プ
ラス ミ ドベ ク タ ー で あ るpBluescriptIIKS+のBamHI部 位 に導 入 して作 成 した ゲ ノ
ムDNAラ イ ブ ラ リ よ り、 コロ ニ ーハ イ ブ リダ イゼ シ ョンに よ り本 酵 素 遺 伝 子 を含 む
ク ロー ン を6個 得 た。
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・遺 伝 子 配 列 の 決 定
各 種 制 限酵 素 消 化 に よる切 断 のパ ター ンか ら各 ク ロー ンの 相対 的 配 置 を決 定 した
(Fig.10)。 サ ブ ク ロ ーニ ン グ及 び 決定 した配 列 を元 に シ ー ケ ンス プ ラ イマ ー を作 成 す
る こ とに よ り本 酵 素 を コ ー ドす る全 配 列 を決 定 した(Fig.11)。 決 定 され た遺 伝 子 を
amaη2と 命 名 した。amaη2は 全 長5928ヌ ク レオ チ ドで1976ア ミノ酸 を コー ド して
い た 。推 定 され る 開始 コ ドンの 上流 にはSD配 列 が み られ た 。hydropathyplotよ り、
開始Metか ら37ア ミノ酸 が分 泌 の シ グナ ル配列 で あ る と推 定 され た 。終 止 コ ドン下
流 には大 規 模 な相 補 的折 り返 し配列 が見 られ た。amaη2はGC含 量 が69%と 非 常 に
高 か った(Fig。12)。
・大 腸 菌 にお け るamaη2の 発 現
得 られ た ク ロ ー ン よ り、amaη2全 長 を含 む もの を作 成 した 。 これ を有 す る大 腸 菌 を
ア ン ピ シ リ ン を含 む液 体 培 地 で23℃ 、5日 間 、嫌 気 的 に静 置 培 養 の後 、超 音 波 破 砕
機 で菌 体 を破 壊 し、遠 心 分 離 に よ り可 溶性 画分 を調 製 した 。SDS-PAGEに て、native
な酵 素 と同 じ位 置 に蛋 白 のバ ン ドが検 出 され 、一Baof11ロ∬p.M-90の α一1,2-mannosidase
に対 す る抗 体 と も ク ロス した。 また 、N末 端 配 列 もnativeな 酵 素 と一 致 した(Fig.13
)。 可 溶性 画 分 よ りゲ ル 濾過 で分 子 量38万 の位 置 に左 右 対 称 的 な ピー ク と して 溶 出
し α一1,2-mannosidase活'1生 が検 出 され た。大 腸 菌 で発 現 され た酵 素 も二 量 体 を形 成 し
て い る こ とが 推 定 され た。 本 酵 素 の特 徴 の 一 つ で あ る 巨大 な分 子 量 の た め に大 腸 菌
体 内 よ りゲ ル濾 過 の一 段 階 で精 製 す る こ とが可 能 で あ っ た 。
第 二 部Bad11ロ5cfrcロ1ヨ η5TN-31の α 一1,6-mannanaseに つ い て
.Bacf11ロ80jrcロ1aη8TN-31は 本研 究 室 中島 に よ り単 離 され た。
Bac111u5cfrcロ1aη5TN-31は 培 地 中の α一1,6マ ンナ ン に よ り誘 導 的 に α4,6-mannanaseを
産生 す る 。
・酵 素 の諸 性 質
諸 性 質 につ い てFig.14に ま とめ た。 本酵 素 は α一1,6マ ンナ ンに対 してeηdo型 に作 用
す る。 二 糖 以 下 に は作 用 しない 。
水 溶 性 カ ル ボ ジ イ ミ ドに よ りカル ボ キ シ ル基 を修 飾 す る こ とで 、 一 つ の カ ル ボ キ シ
ル基 が 修 飾 され る こ とに よ り活 性 が 失 われ る こ とが 示 され た(Fig.15)。
・α一1
,6-mannanase遺 伝 子 の ク ロ ーニ ン グ
精 製 酵 素 標 品 を8Mの 尿 素 で変 性 させ た後 、 リ シル エ ン ドペ プチ ダー ゼ処 理 に よっ
て断 片 化 し、 各 断片 の ア ミノ酸 配 列 を決 定 した 。 決 定 した 断 片 の う ち、 本 酵 素 のN
末 端 を含 む断 片 と、最 も長 く配 列 が 決 定 で きた 断 片 の ア ミノ酸 配列 よ り、PCR法 の
degenerateprimerセ ッ トを設 計 した(Fig.16)。Bacf1加3cfκ ロ1aη5TN-31の ゲ ノ ムDNA
を鋳 型 と したPCR法 に よ り増 幅 され た0.6kbの 断片 を ク ロー ニ ング し、塩 基 配 列 の
確 認 を した 。 ゲ ノ ムDNAを5餌3AIで 部 分 消 化 し、6kb前 後 のDNA断 片 を回収 し、
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pBluescriptIIKS+の.BamHI部 位 に導 入 し、 ゲ ノ ムDNAラ イ ブ ラ リを作 成 した。 ク
ロー ン化 した0.6kbのDNA断 片 を蛍 光 標 識 しプ ロー ブ と して用 い、 コロ ニ ーハ イ ブ
リ ダ イ ゼ シ ョ ンに よ り検 索 を行 っ た と ころ 、5つ の陽 性 コロ ニ ー を得 た 。菌 体 内 に α
4,6マ ンナ ナ ー ゼ 活性 が 検 出 され た一 株 を選 定 した。
・遣 伝 子 配列 の決 定
ク ロ ー ン は10kbの 挿 入 断 片 を.有 してい た。 サ ブ ク ロ ー ニ ング及 び決 定 した配 列 を元
に シ ー ケ ンス プ ラ イ マ ー を作 成 す る こ とに よ り本 酵 素 を コー ドす る全 配列 を決定 し
amaη6と 命 名 した(Fig.17)。amaη6は 全 長1767ヌ ク レオチ ドで 、589ア ミ ノ酸 を コ ー
ドして い た 。推 定 され る 開始 コ ドンの上 流 にはSD配 列 力『み られ た。hydropathyplot
よ り、 開始Metか ら35ア ミノ酸 が分 泌 の シ グナ ル 配列 で あ る と推 定 した 。BLAST
に よる ア ミノ酸 配 列 の相 同性 検 索 で、Bacf11ロs及 び α05孟rfd加m属 のxylanaseと 弱 い
相 同性(200ア ミノ酸 中70ア ミノ酸 程 度)が 示 され た。Gc含 量 は50%で あ っ た(fig.
18)a
・大 腸 菌 にお け るamaη6の 発 現
amaη6を 有 す る大 腸 菌 を ア ン ピシ リ ン を含 む液 体 培:地で37℃ 、 一 晩振 盟 培 養 の後 、
超 音 波 破 砕 機 で 菌 体 を破 壊 し、 遠 心 分 離 に よ り可 溶 性 画 分 を調 製 した 。 陰 イ オ ン交
換 樹 脂 、 ゲ ル濾 過 、 ヒ ドロ キ シ アパ タイ トの各 カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ に よ り蛋 白
質 的 に均 一 に精 製 され た。SDS-PAGEに て 、nativeな 酵 素 と同 じ位 置 に蛋 白 のバ ン ド
が 検 出 され 、 そ のN末 端 配列 も一致 した。 また 、Baof11ロ8cfroolaη3TN-31の α一1,6-
mannanaseに 対 す る抗 体 と ク ロス した(Fig.1g)。
考察
本 研 究 に よ り、 パ ン酵 母 型 マ ンナ ン糖 鎖 に対 して、 結 合 様 式 に依 存 して特 定 の 側'
鎖 を取 り去 り、 露 出 した主 鎖 を切 断 して糖 フ ラ グメ ン トを回収 す る、 とい っ た解 析
法 が 可 能 に な っ た。 また、 大 腸 菌 で生 産 す る事 が 可 能 に な っ た た め 、 道 具 と して 、
酵 素 を安 定 して供 給 す る こ とが で き る。
近 年 の 分 子 生 物 学 の発 展 に よ り、多 くの遺 伝 子 配 列 が 明 らか に な って きた。糖 質
加 水 分 解 酵 素(EC.4.3.2.*)に つ い て は、BemardHenrissat(AFMB-CNrRS;フ ラ ンス)に
よる グ ルー プ わ け(http:〃afmb.cnrs-mrs.fr/りpedro/CAZY/gh£html)が 知 られ てい る。 そ
れ に よ る と αマ ン ノシ ド結 合 に作 用 す る酵 素 グル ー プ と してFamily38とFamily47
の 二 つ が あ る と され て い る。 前 者 は αmannosidase(EC3.2.1.24)と α.1,3-1,6.
mannosidase(EC3.2.1.114)が 、 後 者 は α一1,2-mannosidase(EC3.2.1.113)が 属 す る。 こ
の 二 つ の グ ル ー プ と も真 核 生 物 の み が所 属 す る(Table5)。 本 研 究 は細 菌 由来 の αマ ン
ノ シ ダ ーゼ 、 αマ ンナ ナ ー ゼ につ い て 遺伝 子 配列 を明 らか に した最初 の 報 告 で あ る。
ζ の報 告 に よ り、amaη6に つ い て はFamily76が 新 設 され た 。amaη2は ユ ニ ー ク な
存 在 で あ りク ラ ス外 と され た。 αマ ンナ ンは原 核 生 物 に は存 在 しな い こ とか ら、細
菌 の α一mannosidase,α 一mannanaseは 真核 生 物 が 地球 上 に誕 生 した後 に獲 得 され た も
一556一
の で 、真 核 生 物 由来 の 酵 素 とは異 な る分子 進 化 の過 程 を経 て きた もの と考 え られ る。
、amaη2は 遺 伝 子 及 び ア ミノ酸 配列 の相 同性 検 索 で既 知 の配 列 と相 同性 の あ る もの
は なか った 。分 子 生 物 学 に於 て これ まで に我 々 が蓄 積 して きた知 識 は低GC含 量 の
生物 に よ る もの で あ る。例 え ば、代 謝 抑 制 を考 えた場 合 、枯 草 菌 で は遺 伝 子 上 流 に
CRE(cataboliteresponsiveelement)が 存 在 し、 遺 伝 子 の発 現 が 制御 され る。Bad11ロ ∬p.
M-90の α一1,2-manosidaseも 培 地 中の グル コー ス に よ り誘 導 が抑 制 され る が 、 高GC
含 量 であ る ため 枯 草 菌 のcreに よる制 御 の シス テ ム とは違 う、高GC生 物 と して の も
の を もっ てい る と考 え られ る。
要 約
・土 壌 細 菌 よ り新 規 な α一1,2-mannosidaseを 発 見 し糖 鎖構 造 解析 の 「道 具」 と して 有
用 で あ る こ とを示 した。 遺 伝 子 配列 を決 定 し、 高GC含 量 で あ る こ と を明 らか に し、
これ まで に知 られ て い な いユ ニ ー ク な存 在 で あ る こ とを示 した。 大 腸 菌 で発 現 させ
た。
・現 在 ま で に知 られ て い る α一1
,6-mannanaseと して唯 一 の もの で あ るBadl1Hs
o加HlaηsTN.31の α.1,6.mannanaseめ 遺伝 子 配列 を決 定 し、大 腸 菌 で発 現 させ た。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
多糖 は蛋 白質や核 酸 と同様 に典 型的な鎖状分子であ りなが ら,主 に多様性 に起 因す る解析 の困難 さか
ら,分 子生物学的解析 はあま り進 んでいない。 また近年,糖 鎖は細胞 内外 における情報伝 達 をにな う働
きがあることが明 らか となって きた。特 に,真 核細胞 の細胞膜あ るいは酵素に存在す る糖蛋 白質糖鎖は,
細胞間の認識,あ るいは酵素蛋 白質の安定性,輸 送の標識 などに深 く関係 している。糖蛋 白質糖鎖 の中
で,N結 合糖鎖 の基本骨 格はマ ンノースを構成 糖 とし,ま た,真 菌類 の細胞壁 の最表層 に も,α マ ン
ノースで構成 される高マ ンノース型 に分類 される糖鎖が存在する。 これら高マ ンノース型糖鎖 は α一1,2,
α一1,3,α 一1,6の三種類の αマンノシ ド結合 により作 られてお り,各 々の結合様式 に特異的に作用する加
水分解酵素 を得 るこ とは,糖 鎖の構榿 や機能の解析 において飛躍的 な進歩 をもた らす と考 え られる。
候補者 は,高 マ ンノー ス型糖 鎖 を特異 的 に分解す る新規 な α一1,2-mannosidaseを 産生す る細菌,
Bαc沼 μsspM-90を 土壌 中 より単離 し酵 素を精製 し諸性質 を決定 した。更 に本酵素 の遺伝子の クローニ
ングと発現 に成功 した。
候補者 の単離精製 した細菌の α一1,2mannosidaseは,こ れまで に知 られている,真 菌,動 物 由来の α一
1,2-mannosidaseと 比較 して10倍 以上比活性が強いこ と,ま た,真 核生物 由来の酵素での拮抗阻害剤 と
して知 られてい るデオキシマ ンノジリマ イシ ンによ り阻害 を うけない事,等,現 在 まで報告 されていな
い新規 な性質を持つ酵素で あることが本研 究 により示 された。本酵素 はオリゴ糖 にも多糖 に も同様 に α一
1,2-mannoside結 合のみ に特異的 に作用 し,糖 鎖構造 解析試薬 と して有効であ ることも明 らか に した。
決定 した一次構造か ら,本 酵素が全 く新 しい α一1,2-mannosidaseで あるこ とを明 らか にした。 また この
研 究はGC含 量 の高い生物 と して先駆的であ る。
また候補者 は,現 在 までその遺伝子が得 られていなかった細菌,Bαc`〃 聡c`rc副 απ8TN-31の α一1,6-
mannanaseに つ いてクローニ ング し,そ の遺伝子 の発現 に も成功 した。機 能及び遺伝子 配列 が決定 さ
れた α一1,6-mannanaseは,候 補者 のクローニング したBαc'JZμ8cかcπZαπsTN-31株 よ り得 られた も②
が唯一の もので ある。
本論文で明 らかに した二つの新規 な遺伝子配列はポス トゲノム時代 にむけて有用 なプローブとしての
役割 も期待 される。 また,本 研究 に より両酵素 を組 み合 わせて用 いるこ とにょ り,糖 鎖構造解析 におい
て新 たな手法が とれ る可能性が示 された。
以上,審 査員一同は,候 補者は博士(農 学)の 学位 を供与 され るに十分の資格 を有 する と認定 した。
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